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VERTRAG ObBPTDIE INTERNATIONALE ZUSAMlWlARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

6713Star9974 



WEITERES 
VORGEHEN 



siehe Mitteilung uber die Ubermlttlung des internationalen 
Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 

zutreffend, nachstehender Punkt 5 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 00/03830 



Internationales Anmeldedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 

27/04/2000 



(Fruhestes) PrioritStsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

04/05/1999 



Anmelder 



BEIERSDORF AG et a1 . 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der internationalen Recherchenbehbrde erstellt und wird dem Anmelder gemSB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kople wird dem Internationalen Biiro ubermittelt. 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfafBt insgesamt ^ Blatter. 

[X] DarQber hinaus liegt ihm jeweils eine Kople der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. 



□ 



b. 



2. 
3. 



Hinsichtllch der Sprache ist die internatlonale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden. in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben 1st. 

Die internatlonale Recherche Ist auf der Grundlage einer bei der Behdrde eingereichten Ubersetzung der intemationalen 
Anmeldupg (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 
Hinsichtllch der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nudeotid- und/oder Aminosauresequenz Ist die Internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
I I in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten Ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Fomri eingereicht worden Ist. 
bei der Behorde nachtrSglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Beh6rde nachtrSglich In computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erkiarung, da3 das nachtrSglich eingereichte schriftllche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erkiarung, da3 die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftllchen Sequenzprotokoll entsprechen. 
wurde vorgelegt. 

Bestimmte AnsprQche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



□ 

□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



Hinsichtllch der Bezeichnung der Erfindung 

PC] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der BehOrde wIe folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtllch der Zusammenfassung 



fYl wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

^ wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) In der in Feld 111 angegebenen Fassung von der Beh6rde festgesetzt. Der 

rn Anmelder kann der BehOrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses Intemationalen 

— Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



6. 



Folgende Abbiidung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verOffentlichen: Abb. Nr. 

I I wIe vom Anmelder vorgeschlagen 

I I well der Anmelder selbst keine Abbiidung vorgeschlagen hat. 
I I weil diese Abbiidung die Erfindung besser kennzeichnet. 



keine der Abb. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER R 



RCHENBERICHT 



Interr^^^Bes Aktenzeichen 

PCT/EP 00/03830 



A. KLASSIRZIERUNG DES ANMELDUNG5GEGENSTANDES 

IPK 7 A61K9/70 A61K47/34 



Nach der Intemationaten Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klasslfikationssystem und Klasslfikationssymbole ) 

IPK 7 A61K 



Recherchleite aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen. sowelt diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultlerte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal, WPI Data, PAJ 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie*" Bezeichnung der Ver5ffentlk;hung, sowelt erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



us 4 250 267 A (HARTDEGEN FRANK J ET AL) 

10. Februar 1981 (1981-02-10) 

Spalte 3, Zeile 64 -Spalte 4, Zeile 28 

Spalte 30, Zeile 30 - Zeile 46; Bei spiel 

22 

US 4 098 645 A (HARTDEGEN FRANK JOSEPH ET 
AL) 4. Juli 1978 (1978-07-04) 
Anspruch 1 



1-9 



US 5 134 072 A (EICKEN ULRICH 
28. Juli 1992 (1992-07-28) 
Spalte 1, Zeile 53 - Zeile 68 
Anspruche 1-13 



ET AL) 



-/-- 



1-9 



1-9 



Weitere Veroffentltehungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 

entnehmen 



HI 



Slehe Anhang Patentfannllie 



" Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlichungen 

'A' Verdffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert. 
aber nIcht als besonders bedeutsam anzusehen 1st 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst ann Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroftentllcht worden tst 

■L" Veroffentllchung, die geeignet ist. einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentllchung belegl werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

'O* Veroffentllchung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezleht 

*P' Veroffentiichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priontatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T Spatere Veroffentiichung, die nach dem internationalen AnmekJedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mil der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

'X' Veroffentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentiichung nicht als neu Oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

•V Veroffentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nteht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentiichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung Qebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

*&* Veroffentiichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



1. Dezember 2000 



Absendedatum des intematkinalen Recherchenberichts 



11/12/2000 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rljswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Muller, S 



Pormblatt PCT/)SA/210 (Blatt 2) (Jul! 1992) 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONALER R 



RCHENBERICHT 



Interr^^^^es Aktenzelchen 

PCT/EP 00/03830 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Verdffentlichung. soweit erforderiich unler Angabe der In Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspmch Nr. 



DE 43 08 445 A (BEIERSDORF AG) 
22. September 1994 (1994-09-22) 
Seite 2, Zeile 3 - Zeile 5 
Anspruch 1 



1-9 



Formblatl PCT/ISA/210 (Fortsetaing von Blatt 2) (Jufi 1992) 



Seite 2 von 2 



INTERN 

Informatli 



AL SEARCH REPORT 

patent family members 



lnterrj^^^~Application No 

PCT/EP 00/03830 



Patent document 
cited In search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



US 4250267 



10-02-1981 



NONE 



US 4098645 



04-07-1978 



US 5134072 



28-07-1992 



AT 
AT 
CA 
CH 
DE 
FR 
GB 
JP 
JP 
OP 
MX 
NL 



347028 B 
280376 A 
1076027 
639673 
2612138 
2314194 
1541100 
1243714 
51150600 



A 
A 
A 
A 
A 
C 
A 



59017733 B 



4074 
7603951 



DE 
AT 
DE 



3705687 A 
63945 T 
3862949 D 



11-12- 
15-04- 

22- 04- 
30-11- 
30-12- 
07-01- 
21-02- 
14-12- 
24-12- 

23- 04- 
02-12- 
14-12- 



1978 
1978 
1980 
1983 
1976 
1977 
1979 
1984 
1976 
1984 
1981 
1976 



01-09- 
15-06- 
04-07- 



1988 
1991 
1991 



GR 
JP 
JP 
JP 



3002028 T 
1670182 C 
3036511 B 
63226283 A 



30- 12- 
12-06- 

31- 05- 
20-09- 



1992 
1992 
1991 
1988 



DE 4308445 A 22-09-1994 



Form PCT/ISA/210 (patent family amex) (July 1998) 



AU 


692424 


B 


11- 


-06- 


■1998 


AU 


4820193 


A 


26- 


-04- 


•1994 


DE 


59309311 


D 


25- 


-02- 


•1999 


WO 


9407935 


A 


14- 


-04- 


•1994 


EP 


0665856 


A 


09- 


-08- 


•1995 


ES 


2129082 


T 


01- 


-06- 


•1999 


JP 


8501819 


T 


27- 


-02- 


■1996 


US 


5844013 


A 


01- 


-12- 


•1998 



VERTRAG UBER [4^NTERNATIONALE ZUSAA^NARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 



.ZC D 2 G FZS m 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERtGW- 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
6713Star9974 


stehe MIttellung uber die Ubersendung des Intemationaten 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Priifungsberichts (Formbiatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/E POO/03830 


1 ntemationales Anmeldedatum (T ag/Monat/Jahr) 
27/04/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
04/05/1999 



Internationale Patentklassifikatlon (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
A61K9/70 



Anmelder 

BEIERSDORF AG et a!. 

1 . Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemSB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICIHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blotter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt Blotter. 



3. Dieser Bericht enthgit Angaben zu folgenden Punkten: 
I S Grundlage des Berichts 



11 


□ 


Prioritat 


111 


□ 


Keine Ersteliung eines Gutachtens uber Neuheit. erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 


IV 


□ 


Mangetnde Einheitlichkeit der Erfindung 


V 




Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tdtlgkelt und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erki^rungen zur Stutzung dieser Feststellung 


VI 


□ 


Bestimmte angefuhrte Unterlagen 


VII 


□ 


Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 


VIII 


IS 


Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
27/04/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
16.02.2001 


Name und Postanschnft der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

^ Europaisches Patentamt 
/^y D-80298 Munchen 
C^' Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmdchtigter Bediensteter 

Gim§nez Miralles. J (f j) 

^^^^^^ 

Tel. Nr. +49 89 2399 8655 



Fomnbtatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/03830 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikef 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglicti eingereicht" and sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthaiten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1-16 ursprungtiche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 -9 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden In dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 

Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung. die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
Internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthaiten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, da3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung Im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Ju!i 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/03830 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden. da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde iiber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatten die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-9 

Nein: Anspruche 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-9 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1 -9 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
slehe Belblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur Internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, Ist folgendes zu bemerken: 
slehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII. Blatt 2) (Juli 1998) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/03830 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 



1) Der Gegenstand der vorliegenden Anspruche 1-9 gilt als neu (Artikel 33(2) PCT), 
denn kein der inn Recherchenbericht zitierten Dokumenten ninnmt ein Verfahren 
zur Imnnobilisierung eines Bionnolekuls an der Oberflache Oder an 
oberflachennahen Schichten einer Polyurethanmatrix vorweg, wobei die 
Polyurethannnatrix-Oberflache unter den im Anspruch 1 oder Anspruch 5 
angegebenen Bedingungen aktiviert wird, so daB die Polyurethanmatrix gar nicht 
Oder nur schwach quillt. 



2) Der Gegenstand der vorliegenden unabhangigen Anspruche 1 , 5 und 7 beruht auf 
einer erfinderischen Tatigkeit (Artikel 33(3) POT). 

Der Erfindung liegt die technische Aufgabe zugrunde, ein in Anbetracht des 
Standes derTechnik verbessertes Verfahren zur Imnnobilisierung von 
Biomolekulen an der Oberflache oder an oberflachennahen Schichten einer 
Polyurethanmatrix zur Verfugung zu stellen, in dem die Polyurethanmatrix nicht 
Oder nur schwach quillt. 

Die Losung erfolgt durch entweder 1) Aktivierung der Polyurethanmatrix- 
Oberflache mit einem Aktivierungsreagenz in organischer Losung, die zumindest 
80% unpolare Losungsmittel enthalt (Anspruch 1); oder ii) Aktivierung der 
Polyurethanmatrix-Oberflache in waBriger Losung, wobei der Aktivierungsreagenz 
TCDI ist (Anspruch 5). Beide Alternativen stellen entsprechende technische 
Merkmale dar, die den selben technischen Effekt gewahrleisten. 

Kein der im Recherchenbericht zitierten Dokumenten bezieht sich auf die 
Immobiiisierung von Biomolekulen durch Oberflache-Behandlung einer 
Polyurethanmatrix. Somit is die vorliegende Erfindung als nicht offensichtlich bzw. 
nicht aus dem Stand der Technik herleitbar zu betrachten. Die selben 
SchluBfolgerungen gelten fur die abhanhigen Anspruche 2-4, 6, 8 und 9, die sich 
auf besondere Ausfiihrungsarten der Erfindung beziehen. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzelchen PCT/EPOO/03830 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt VIII 



Das auf Seite 10, Z.4-6 und in Beispiele 3 und 7 beschriebene 
Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung (Kopplung uber Spacermolekule) laBt sich 
nicht den vorliegenden Anspruchen unterordnen. Dieser Widerspruch zwischen 
den Anspruchen und der Beschreibung fuhrt zu Zweifein bezuglich des 
Gegenstandes des Schutzbegehrens (siehe Richtlinien PCT III-4.3), weshalb die 
Ansprtiche nicht klar sind (Artikel 6 PCT). 



Formblatt PCT/Beiblatl/409 (Blatt2) (EPA-April 1997) 



iTENT COOPERATION TREAT 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 
(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
6713Star9974 


SeeNotificationofTransniittaloflntemational Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No. 

PCT/EPOO/03830 


International filing date (day/month/year) 
27 April 2000 (27.04.00) 


Priority date {day/month/year) 

04 May 1999(04.05.99) 



International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
A61K9/70 



Applicant 

BEIERSDORF AG 



1 . 1 his international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Autiioriiy 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 

2. This REPORT consists of a total of 5 sheets, including this cover sheet. 

□ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70. 1 6 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consist of a total of sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 



I 




Basis of the report 


II 


□ 


Priority 


III 


□ 


Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 


IV 


□ 


Lack of unity of invention 


V 




Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


VI 


□ 


Certain documents cited 


VII 


□ 


Certain defects in the international application 


VIII 




Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 

27 April 2000 (27.04.2000) 


Date of completion of this report 

16 February 2001 (16.02.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



>nal application No. 

PCT/EP00/a3830 



1. Basis of the report 



I. With regard to the elements of the international application:* 
I [ the international application as originally filed 

the description: 

pages 1-16 

pages 

pages 



, as originally filed 
, filed with the demand 



y filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-9 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



□ 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



I I the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

I I the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1(b)). 
I I the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

I I the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55,2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

I I contained in the international application in written form. 

I I filed together with the international application in computer readable form. 

I I furnished subsequently to this Authority in written form. 

I I furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

I I The statement that the subsequently furnished written sequence listing does' not- go ^>eyond the disclosure in the 

international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



□ 
□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 

I I the drawings, sheets/fig 



□ 



This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 
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2. Citations and explanations 



The subject of present Claims 1-9 is regarded as 
novel (PCT Article 33(2)), since none of the 
documents cited in the search report anticipates a 
method of immobilising a biomolecule on the surface 
or in layers close to the surface of a polyurethane 
matrix, the polyurethane matrix surface being 
activated under the conditions stated in Claim 1 or 
Claim 5 so that the polyurethane matrix does not 
swell or swells only a little- 

The subject of present independent Claims 1, 5 and 7 
is founded on an inventive step (PCT Article 33(3)). 

The technical problem addressed by the invention is 
to provide a better method than the prior art for 
immobilising biomolecules on the surface or in 
layers close to the surface of a polyurethane 
matrix, wherein the polyurethane matrix does not 
swell or swells only a little. 



The problem is solved either i) by activating the 
polyurethane matrix surface with an activating 
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reagent in an organic solution containing at least 
80% covalent solvent (Claim 1) ;. or ii) by activating 
the polyurethane matrix surface in an aqueous 
solution, the activating reagent being TCDI (Claim 
5) . The two alternatives represent corresponding 
technical features which achieve the same technical 
effect . 

None of the documents cited in the search report 
concerns the immobilisation of biomolecules by 
surface treatment of a polyurethane matrix. The 
present invention must therefore be regarded as not 
obvious and not inferrable from the prior art. The 
same conclusions apply to dependent Claims 2-4, 6, 8 
and 9, which relate to special embodiments of the 
invention. 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 



The embodiment of the invention described on page 10, 
lines 4-6, and in Examples 3 and 7 (coupling by way of 
spacer molecules) falls outside the present claims. This 
inconsistency between claims and description causes doubt 
as to the subject matter for which protection is sought 
(see PCT Guidelines PCT/GL III, 4.3), and for this reason 
the claims are not clear (PCT Article 6) . 
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(57) Abstract 

According to the inventive method for producing a polyurethane matrix with covalently immobilised biomolecules, the polyurethane 
matrix is presented in a solvent mixture containing an at least 80 % non polar solvent in which the polyurethane matrix does not swell or 
swells only slightly and in which the activating reagent is contained, so diat the subsequent immobilisation of the biomolecule preferably 
takes place on the surface of the polyurethane matrix or on layers near to the surface. 

(57) Zusammenfassung 

Verfahren zur Herstellung einer Polyurethanmatrix mit kovalent immobilisierten BiomolekOlen, wobei die Polyurethanmatrix in 
einem LOsungsmittelgemisch vorgelegt wird, wobei das LOsungsmittelgemisch zumindest zu 80 % unpolare LOsungsmittel enthalt, in dem 
die Polyurethanmatrix gar nicht oder nur schwach quillt und in dem sich das Aktivierungsreagenz befindet, so dass die anschliessende 
Immobilisierung des Biomolekals bevorzugt an der Oberfl^he der Polyurethanmatrix oder an oberflftchennahen Schichten stattfindet 
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Beschreibung 

Verfahren zur Herstellung einer Polvurethanmatrix mit kovalent immobilisierten 

Biomolekulen 

Die Epfindup.g bstrifft ein Verfahren zur Herstellung von Poiyurethan-VVundauflagen, 
an die wundheilungsrelevante Biomolekule wie zum Beispiei Superoxid-Dismutase 
immobtlisiert sind, mit denen es moglich ist. den nonmalen Heilungsprozell einzuleiten 
beziehungsweise zu fordem. Durch eine temporare und lokai begrenzte Applikation 
der wundheiiungsfordemden Enzyme werden fehlende Oder nicht ausreichend vor- 
handene Faktoren ausgeglichen und erganzL 

Die Aktivierung der funktionellen Gruppen zur kovalenten Kopplung von Proteinen, Anti- 
korpem und Enzymen Oder niedermolekularen organischen Substanzen uber Amino- 
gruppen sind in Standardwerken wie zum Beispiei W. H. Scouten, Immobilized Enzymes 
and Cells, in Methods EnzymoL, Ed. K. Mosbach, 1987; 135:30 und in Immobilization of 
Enzymes and Cells, 1997; Ed. G. F. Bickerstaff, Humana Press. Totowa, New Jersey; 
H.A. Staab, H. Bauer, K.M. Schneider in Azolides in Organic Synthesis and Biochemi- 
stry. Wiley-VCH. 1998 ausfuhrlich beschrieben. Als funktionelle Aminogruppen bei Pro- 
teinen, Antikdrpem und Enzymen konnen die a-Aminogruppen des Aminoterminus und 
die CD-Aminogruppen der oberflachenexponierten Aminosaureseitenketten von Lysin und 
Arginin fungieren. Zur Aktivierung konnen aber auch andere Reagenzien wie betspiels- 
weise Carbonylditriazol (CDT) (vergleiche C. Delgado et al. 1992. Critical Reviews in 
Therapeutic Drug Carrier Systems, 9, 249) venvendet werden. 

Entsprechende Kopplungsverfahren sind als Stand der Technik bekannt und werden 
zum Beispiei bei der Herstellung von Stoffen fur praparative und analytische Anwen- 
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dungen eingesetzt. So ist beispielsweise in der EP 0 087 786 ein Verfahren zur Immobi- 
lisierung des Eisen-Chelators Desferrioxamin uber Bindung der primaren Aminogruppe 
beschrieben, wobei DFO an Agarose-Polyaldehyd-Gelperlen gebunden wird. 
Die kovalente IVIodifiziemng von SOD (P. Pyatak et a!., 1980, Res. Com. Chem. Path. 
5 and Phamiacol.. 29. 115), Katalase (A. Abukovski et al.. 1976, J. Biol. Chem., 252. 
3582) und anderen Enzymen (M. L. Nucci et al., 1991, Advanced Dnjg Delivery 
Reviews. 6. 133) mit Polyethylenglykol durch Kopplung von aktiviertem Polyethylengly- 
kol an Aminogmppen der Enzyme ist offenbart. 

Hirano et al. (1994. J. Controlled Release. 28. 203) beschreibt die Herstellung von SOD- 
10 Polymerkonjugaten mit aktiviertem Divinyiether und Maleionsaureanhydrid. Fortier 
beschreibt in der WO 95/1 5352 die kovalente Einbindung von Peroxidase und Katalase 
uber Aminogruppen in ein Polymergel bestehend aus dem Protein BSA und voraktivier- 
tem Polyethylenglykol. Maneke und Polakowski (1981. J. Chrom, 215. 13) beschreiben 
die Immobilisierung von a-Chymotrypsin an eine Polymermatrix aus Polyvinylalkohol und 
1 5 Terephthalaldehyd. 

In der WO 98/02189 wird eine Methode zur Kopplung von wundheilungsrelevanten 
Enzymen Oder Proteinen an Polyhydroxypolymere wie beispielsweise Cellulose 
beschrieben. Dabei wird das Aufquellen eines Polyhydroxypolymers in organischen 
20 Ldsungsmittein beansprucht. 

Polyurethangele zahlen ebenfalls zu den Polyhydroxyverbindungen, haben aber bei- 
spielsweise gegenuber Cellulose den Nachteil. daB sie unter den bekannten Bedihgun- 
gen zur Aktivierung der Hydroxygruppen stark quellen. 

25 

In WO 96/31551 werden im trockenen Zustand Proteine Oder Peptide als aktive Agen- 
tien zu Polyurethan-vemetzten Microgelen gemischt. Die Microgele quellen im waBrigen 
Medium zu Hydrogelen auf und setzen aus der Hydrogelmatrix das Protein beziehungs- 
weise das Peptid wieder frei. Auch US 5.000.955 beschreibt Polyurethan-Hydrogele fur 
30 kosmetische, biologische und mediztnische Anwendungen. Kubische Phasen bestehend 
aus Giycerylmonooleat konnen Enzyme durch nicht-kovalente Bindungen, wie in WO 
96/39125 berichtet, immobilisieren. Dabei bteibt durch die Immobilisierung die enzymati- 
sche Aktivitat eriialten und ist soger, im Vergleich zu geldstem Enzym, uber einen lange- 
ren Zeitraum erhoht. 
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DE 40 26 153 beschreibt die Herstellung eines Polyurethan-Kunststoffschaums, in des- 
sen Poren ein Hydrogel eingelagert ist. An das aus Polysacchariden bestehende Hydro- 
gel werden proteolytisch wirkende Enzyme wie zum Beispiel Trypsin, Gelatinase, Chy- 
5 motrypsin und Kollagenase liber eine Aktivierungsreaktion mit GDI Oder dem Kopplungs- 
reagenz Bromcyan gebunden. EP 0 236 610 beschreibt die Einarbeitung (Inkapsulie- 
rung) von oxidativ wirkenden Enzymen wie zum Beispiel Glucoseoxidase in ein 
Urethanprapolymer. Das Enzym wird durch Kontakt mit Serum aktiviert und produziert 
oxidierend wirkende Substanzen wie Wasserstoffperoxid zur Bekampfung von Bakterien 
10 in infizierten Wunden. 

Nach DE 36 06 265 werden therapeutisch wirksame nicht-immobilisierte Enzyme zur 
Wundreinigung in eine Wundauflage auf Polysaccharidbasis eingearbeitet. Als Enzym- 
trager werden Cellulose-Schwammstucke vorgeschlagen, die durch Tauchen und Tran- 
15 ken in eine Enzymlosung hergestellt werden. Nach Kontakt des Enzymtragers mit der 
Wunde werden die nicht-immobiiisierten proteolytisch wirkenden Enzyme in die Wunde 
abgegeben. 

Ein proteoiytischer Wundverband als Trockenpuder Oder Streupulver in Form von 
20 spharischen Teilchen von 0,05 bis 0,5 mm auf Basis von Polysaccariden wie Dextran, 
Chitin und Chitosan. an denen eine Protease gebunden ist, wird in DE 34 44 746 
beschrieben. Zur Aktivierung der Polysaccharidmatrix wurden Glutaraldehyd, Bromcyan, 
2-Amino-4.6-dichlor-s-triazin und Einfiihren von Isothiocyanatgruppen mit Thiophosgen 
eingesetzt. 

25 

Seit Menschengedenken ist die Heilung von therapieresistenten Wunden eine groBe 
Herausforderung fur die Medizin und Naturwissenschaften. Die heutigen Anforderungen 
30 an die Funktion von interaktiven Wundauflagen fur chronische Wunden gehen zuruck 
auf G. Winter (1962, Nature 193 , 293) und sind jiingst von T. D. Turner neu formuliert 
worden (1994, Wound Rep, Reg. 2, 202). Im Vordergrund steht dabei die Schaffung 
eines feuchten Wundhetlungsmilieus, das im Gegensatz zur traditionellen trockenen 
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Wundbehandiung mit zum Beispiel Mullkompressen den naturlichen Ablaufen der 
Wundheiiung physiologische und damit bessere Konditionen bietet. 

Das Prinzip der feuchten Wundheiiung l^ann derzeit ais der Stand der Technik in der 
5 Therapie schwer Oder niclit heilender Wunden angesehen warden. Die Wundauflage 
mufi die Hauptmenge des Exsudates aufnehmen und gleichzeitig aber auf der 
Wunde selbst einen Flussigkeitsfilm belassen, in dem die eigentliche feuchte Wund- 
heiiung stattfindet. Bei trockenen und schwachexsudierenden Wunden mul^ die Ver- 
sorgung der Wunde mit ausreichend Feuchtigkeit erfolgen um eine Rehydrierung des 

10 dehydrierten Gewebes zu erreichen. In der auf diese Weise etablierten feuchten 
Wunde kommt es dann zur Proliferation von neuen Blutgefa&en und vermindertem 
Bakterienwachstum unter Einstellung eines geeigneten pH-Wertes. Erfullt werden 
diese Anforderungen von Strukturen, wie beispielsweise Hydrogelen, Alginaten und 
Superabsorber enthaltenden Wundauflagen die einen OberschuH von Wundexsudat 

15 aufnehmen konnen. 

Unter dem Begriff „St6rfaktoren" werden allgemein StofFe Oder Substanzen verstan- 
den, die den IHeilungsprozea von Wunden verhindem oder verlangsamen und damit 
zur Ausbildung von chronischen Wunden fuhren. Dabei sind im Wundexsudat vor- 
20 handene suspendierte Zellen (zum Beispiel entzundliche Zellen wie Leukozyten und 
Makrophagen) und Zeilfragmente oder geldste Bestandteile wie Antigene, Radikale 
(wie zum Beispiel reaktive Sauerstoffspezies, ROS), lonen (wie zum Beispiel Eisen- 
lonen), Proteine und Peptide eingeschiossen. 

25 In der entzundlichen Phase der Wundheiiung, die der Blutgerinnung und Btutplattchen- 
Aggregation nach Verletzung und Trauma folgt, wandem bevorzugt Neutrophile und 
Monozyten in das geschadigte Gewebe ein. Dort beginnen sie mit der Phagozytose von 
Keimen und dem Abbau von zerstdrtem Gewebe und fremden Antigenen. Durch chemi- 
sche Botenstoffe und Mikroorganismen aktiviert und stimuliert, kommt es zu einer stark 

30 erhohten Produktion von ROS, auch ^oxidative burst" genannt Diese ROS werden in 
Granula gespeichert und bei weiterer Stimulierung in hohen iokalen Konzentrationen in 
das extrazellulare Gewebe zur BekSmpfung von Mikroorganismen freigegeben. 
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In der normal verlaufenden Wundheilung kommt es nach erfolgreicher Beseitigung der 
immunologischen Reize zur Beendigung der entzundlichen Phase, und der Wiederauf- 
bau des Gewebes kann beginnen. Bleiben jedoch diese Reize bestehen, wandem wei- 
tere Leukozyten in das Gewebe nach und werden wiederum aktiviert. was zu einer dau- 
erhaft entziindeten Oder chronischen Wunde fuhrt. Die Ausschiittung von ROS (O. 
Senel et al.. 1997. Annals of Plastic Surgery. 39. 516) und proteolytischen Enzymen 
fuhrt zu einer SchSdigung des Gewebes (Halliwell & Gutteridge. 1989, Free Radicals in 
Biology and Medicine, 2. Auflage. Clarendon Press. Oxford). 



Es ist erforderlich, dafi das an die Polyurethangele (PU-Gele) gebundene Enzym 
eine hohe Spezifitat fur das in der Wundflussigkeit vorhandene Substrat besitzt. 
Durch diese selektive Entfernung beziehungsweise ElimiRienjng des Substrats wird 
der HeilungsprozeB chronischer, d. h. schwer Oder nicht heilender Wunden verbes- 
sert beziehungsweise eingeleitet. 



Im Falle eines enzymdotierten PU-Gels. das aus den Enzymen SOD und/oder Kata- 
lase Oder aus einer Mischung der beiden Enzyme besteht. ist ein selektives Entfer- 
nen von ROS aus der Wundflussigkeit moglich. 

Das Enzym SOD katalysiert die Dismutationsreaktion von reaktivem Superoxid in die 
weniger toxischen Zwischenstufen Wasserstoffperoxid und Sauerstoff. Es tritt als 
dimere Oder tetramere Form auf. Die verschiedenen Enzyme mit Molekuiargewichten 
von 32.000 bis 56.000 Da haben Metall-lonen wie Kupfer und Zink (Cu-Zn-SOD), 
Mangan (Mn-SOD) Oder Eisen (Fe-SOD) als Co-Faktoren im katalytischen Zentrum. 
Das ubiquitare Enzym SOD spielt die Hauptrolle in der zellularen Verteidigung gegen 
die sauerstoffvermittelte Toxizitat von ROS und bei der Regulierung der intrazellula- 
ren Sauerstoffkonzentration (Fridovich, 1995, Annu. Rev. Biochem.. 64, 97). Das 
durch die Reaktion der SOD gebildete Wasserstoffperoxid wird anschliefiend durch 
das in aeroben Organismen ubiquitare Redoxenzym Katalase in einem mehrstufigen 
katalytischen Zyklus in die nichttoxischen Molekule Wasser und Sauerstoff umge- 
wandelt (Gouet et al., 1996. Nature Stmctural Biology, 3, 951). AuSer Katalase sind 
auch die Enzyme Gluthathton-Peroxidase und Myeloperoxidase befahigt. Wasser- 
stoffperoxid abzubauen. 
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Aufgabe der Erfindung ist es, eine wasserunlosliche, wasseraufnehmende Poly- 
urethanmatrix nach einem neuen Verfahren zu fertigen, die fur medizinische Zwecke 
einsetzbar sind und sich in besonderem Malie zur Forderung der Heilung von chroni- 
schen Wunden eignen. 

5 

ErfindungsgemaS wird die Aufgabe dadurch gelost, daB man bei der Herstellung der 
Polyurethanmatrix Enzyme immobilisiert, die mit den in Wundflussigkeiten von chro- 
nischen Wunden vorhandenen ROS wechselwirken, d.h. mit Faktoren, die den 
Wundhellungsprozess behindem, wobei man diese zusatzlichen Substanzen kova- 
10 lent an die PU-Matrix bindet. 

Dementsprechend beschreibt die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung einer Poly- 
urethanmatrix mit kovalent immobilisierten Biomolekulen. wobei die Poiyurethan- 

15 matrix in einem Losungsmittelgemisch vorgelegt wird, wobei das Losungsmittel- 
gemisch zumindest zu 80% unpolare Losungsmittel enthalt (insbesondere zwischen 
80% und 95%), in dem die Polyurethanmatrix gar nicht oder nur schwach quillt und in 
dam sich das Aktivlerungsreagenz befindet so daB die anschlieSende Immobilisie- 
rung des Biomolekuls bevorzugt an der Oberflache der Polyurethanmatrix oder an 

20 oberflachennahen Schichten stattfindet. 

In einer ersten bevorzugten Ausfuhrungsfomn ist die Polyurethanmatrix ein Polyurethan- 
gel Oder ein daraus hergestellter Polyurethanschaum oder eine daraus hergestellte 
Polyurethan-Folie. 

25 Die im wesentlichen wasserfreien und zum Teil selbstklebenden PU-Gelmassen sind 
zum Beispiel bekannt aus DE 196 18 825, EP 0 057 839, EP 0 147 588 sowie DE 43 
08 347. Die dort beschriebenen Gele setzen sich zusammen aus PolyhydroxyveriDin- 
dungen und aromatischen oder aliphatischen Polyisocyanaten. Bevorzugt wird ein 
Polyurethangel bestehend aus Levagel (Copolymer aus Propylenoxid und Ethylen- 

30 oxid mit einem Molekulargewlcht von ca. 6400 g/mol. Bayer, Leverkusen) und Hexa- 
methylendiisocyanat mit einem NCO/OH-Verhaltnis von 0.3 bis 0.7 verwendet. Da 
nicht alie OH-Funktionalitaten wShrend der Vemetzungsreaktion abreagieren, stehen 
fur die kovalente Kopplung an eine PU-Matrix zur Immobilisierung von Substanzen in 
der hier beschriebenen Art und Weise freie OH-Funktionalitaten zur Verfugung. 



wo 00/66092 



PCT/EPOO/03830 



7 

Fiir den Einsatz der erfindungsgemafien Polyurethanprodukte als Wundauflage ist es 
von Vorteil, wenn die immobilisierten Substanzen direkt an der PU-Oberflache ange- 
bunden sind. Fiir die Aktiviemngsreaktion sind L6sungsmittel erforderlich. die das 
Aktiviemngsreagenz losen. In Aceton, Dioxan, Diethylether, Dimethylglycol Oder 
Diclilomiethan sowie Alkoholen und in Mischungen der genannten Losungsmittel 
quillt das Polyurethan so stark, daft es bereits bei geringen mechanischen Belastun- 
gen zen-eiftt. Aufterdem werden niedennolekulare Bestandteile des Polyurethangels 
aus der Gelmatrix herausgeiost. Dadurch gehen einerseits gerade die Bestandteile 
verioren, die uber viele freie OH-Gruppen fur die Aktivierung und Kopplung verfugen 
und andererseits werden die mechanischen Eigenschaften des Polyurethangels ver- 
andert. Des weiteren konnen bei einer starken Quellung der PU-MatrIx die Substan- 
zen zum Teil auch im Inneren der PU-Matrix immobilisiert werden und haben damit 
fur die Anwendung keinen Nutzen. 



Das Losungsmittelgemisch besteht insbesondere aus ungefahr 80% bis 95% der unpo- 
laren Losungsmittel und aus ungefahr 20% bis 5% der polaren bis leicht polaren organi- 
schen Losungsmittel, insbesondere aus 90% der unpolaren LSsungsmlttel und 10% der 
polaren bis leicht polaren organischen Losungsmittel. 

Die polaren bis leicht polaren oiganischen LSsungsmittei sind insbesondere gewShlt aus 
der Gruppe Aceton. Ether, Ketone, Ester. Amide, beispielsweise Methyl-tert.butylketon. 
Dioxan, Diethylether. Dimethylglycol, Dichlormethan. Ethylacetat. Dimethylformamid. 
Als unpolare Losungsmittel kommen vorzugsweise Hexan, Heptan und/oder Petrolether 
(zum Beispiel Petrolether 35/60) zum Einsatz. 

In unpolaren Losungsmittein wie Hexan, Heptan Oder Petrolether findet kaum eine 
Quellung der Polyurethanmatrix statt. In diesen Losungsmittein sind die Aktivierungs- 
reagenzien, wie zum Beispiel CDI Oder CDT nahezu uniaslich. Bei der Venvendung 
eines Losungsmittelgemisches aus 80% bis 95% der unpolaren Losungsmittel, wie 
Hexan. Heptan Oder Petrolether. und 20% bis 5% der polaren bis leicht polaren organi- 
schen Losungsmittel werden die Quellung und damit die genannten Nachteile stark 
unterdruckt, und es kann sich dennoch genug Aktivierungsreagenz losen. 
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In Wasser zeigt das Polyurethangel ebenfalls eine nur geringe Quellneigung, wobei die 
genereile Verwendung von Wasser als Losungsmittel fur die Aktiviemng jedoch deshalb 
ausscheidet, weii sich CDI und CDT in Wasser zersetzen. Zur Losung diese Problems 
kann als Alternative das Aktivierungsreagenz Thiocarbonyldiimidazol (TCDI) eingesetzt 
5 werden. 

In dieser aitemativen Losungsmoglichkeit wird ein Verfahren zur Herstellung einer Poly- 
urethanmatrix mit kovalent immobilisierten Biomolekiilen beansprucht, wobei die Poly- 
urethanmatrix in Wasser als Losungsmittel fur das TCDI (ca. 1 Gew.-%) vorgelegt wird, 
in dem die Polyurethanmatrix gar nicht Oder nur schwach quillt und in dem sich das Akti- 
10 vierungsreagenz befindet. so daQ> die anschlief^ende Immobilisierung des Biomolekuls 
bevorzugt an der Oberflache der Polyurethanmatrix oder an oberflachennahen Schlch- 
ten stattfindet. 



15 

in einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsvariante ist das Biomolekul aus der Gruppe 
bestehend aus Antikdrpem, Chelatoren, Enzyminhibitoren, Enzymen, Peptiden und 
anderen Proteinen ausgewShlt. 

20 

Besonders vorteilhaft la&t sich die erfindungsgemaQ hergestellte Polyurethanmatrix zur 
Herstellung von Wundauflagen einsetzen. 

Das an die Polyurethanmatrix kovalent gebundene Biomolekul sollte mit in Wundexsu- 
dat vorhandenen Storfaktoren, die den WundheilungspnozeK behindem, wechselwtrken, 

25 wobei die Storfaktoren aus der Gruppe bestehend aus suspendierten Zellen und Zell- 
fragmenten sowie gelosten Bestandteilen wie Antigene, Radikale. lonen, Proteine, Pep- 
tide, Lipide und freie Fettsauren ausgewahit sind, wobei die Wechselwirkung ein Bin- 
den, Komplexieren, Chelatisieren des Storfaktors oder eine chemische Reaktion mit 
dem Storfaktor umfaQt und wobei die Substanzen kovalent an ein Tragermaterial 

30 gebunden sind. 

Beispieisweise ist es moglich, mit den enzymimmobilisierten Polyurethangeien toxi- 
sche ROS in der Wundflussigkeit von chronischen Wunden unschadltch zu machen. 
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Die Wundauflage ist besonders aus der Gmppe bestehend aus Verbanden, Verband- 
mull, Binden, Kompressen, Watten. Pflastem, Folien, Filmen, Hydrokolloidverbanden. 
Gelen und dergleichen ausgewahlt. 

SchlieSlich sollte die Wundauflage in der Lage sein, Feuchtigkeit aufzunehmen. 

Vorzugsweise sind die Storfaktoren Eisenionen und die mit den Storfaktoren wechsel- 
wirkende Substanz ein Chelator, wobei dieser nun wieder insbesondere aus der Gruppe 
von immobilisierbaren Komplexbildnem wie zum Beispiel Desfenioxamin ausgewahlt ist. 

Weiter vorzugsweise sind die Storfaktoren reaktive Sauerstoffradikale und die mit den 
Storfaktoren wechselwirkende Substanz ein Radikalfanger, wobei dieser insbesondere 
aus der Gmppe bestehend aus Superoxiddismutase, Katalase, Gluthathion-Peroxidase, 
Myeloperoxdase und Enzym-Mimics Oder einer anderen Kombination davon ausgewahlt 
ist 

Weiter vorzugsweise sind der Storfaktor eine Protease und die mit dem Storfaktor 
wechselwirkende Substanz ein Protease-lnhibitor, wobei dieser insbesondere aus der 
Gruppe bestehend aus naturlichen proteinogenen Protease-lnhibitoren aus der Klasse 
der tissue Inhibitors of Matrixmetalloproteinases wie zum Beispiel Alpha-2-Antiplasmin. 
Alpha-2-Makroglobulin, Alpha-1-Antlchymotrypsin, Sojabohnen-Trypsininhibitor und 
Alpha- 1-Protease-lnhibitor ausgewahlt ist 

Dann konnen die Storfaktoren Eisenionen sein und die mit den Storfaktoren wechselwir- 
kende Substanz Desfenioxamin, altemativ reaktive Sauerstoffradikale und die mit den 
Storfaktoren wechselwirkende Substanz ein Radikalfanger. wobei der Radikalfanger aus 
der Gruppe bestehend aus Superoxiddismutase, Katalase, Gluthathion-Peroxidase. 
Myeloperoxidase und Enzym-Mimics Oder einer Kombination davon ausgewahlt ist 

Weiterhin kann der Storfaktor eine Protease sein und die mit dem Storfaktor wech- 
selwirkende Substanz ein Protease-lnhibitor, wobei der Protease-lnhibitor aus der 
Gruppe bestehend aus naturlichen proteinogenen Protease-lnhibitoren aus der 
Klasse der Tissue Inhibitors of Wiatrixmetalloproteinases. Aprotinin, Alpha-2-Antiplas- 
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min. Alpha-2-Makroglobulin, Alpha- 1-Antichymotrypsin, Sojabohnen-Trypsininhibitor 
und Alpha-1 -Protease Inhibitor ausgewahit ist. 

Weiterhin wird erfindungsgemaS beschrieben, daS eine Kopplung auch uber Spacer- 
5 molekule, das sind a,03-difunktionelle Substanzen, wie beispielsweise 1 ,6-Diaminohexan 

Oder 6-Aminohexancarbonsaure. an eine PU-Matrix moglich ist. • 

Durch die vorliegende Erfindung werden erstmals nach einem neuartigen Verfahren 
10 hergestellte PU-Geimatrices als Wundauflage zur Verbesserung des Heilungsverlaufs 
von chronischen Wunden zur Verfugung gestellt. 

Die akttven Biomolekule werden beim Entfemen der PU-Matrix ebenfalls mit entfemt, 
ohne daS sie in der Wunde beziehungsweise in der Wundfiiissigkeit verbleiben. Die 

15 zur Wechselwirkung verwendeten. kovalent in die PU-Matrix eingebundenen Bio- 
molekule werden somit nur vorubergehend in die Wunde eingebracht und werden, 
nachdem sie ihre bestimmungsgemaSe Aufgabe verrichtet haben (d. h., die oben 
genannten Wechselwirkungen eingegangen sind). wieder aus dem Wundbereich 
entfemt. Durch die selektive Beseitigung beziehungsweise Eliminierung der toxischen 

20 ROS, das proteolytische Auflosen von totem Gewebe und das Abtoten von Mikro- 
organismen wird der HeilungsprozeS chronischer, d. h. schwer Oder nicht heilender 
Wunden verbessert beziehungsweise eingeleitet. 

In der chronischen Wunde findet man eine deutlich erhohte Proteaseaktivitat (Weck- 
25 roth et al., 1996. J. Invest. Dennatol., 106. 1119; Grinell & Zhu, 1996, J. Invest. Der- 
matol. 106, 335) im Vergleich zur akuten Wunde. Enzyme wie zum Beispiel SOD und 
Katalase, die durch ihre schutzende Wirkung wundheilungsfordernd wirken, wiirden 
dadurch proteolytisch abgebaut und somit unwirksam. Ein Polyurethangel, an das 
solche Enzyme kovalent gebunden sind. wirkt als Schutzschild und kann den Angriff 
30 von Proteasen verhindem, wie mit Polyethylenglykol modifizierten gelosten Enzymen 4i 
gezeigt wurde (J. S. Beckman et al., 1988. J. Biol. Chem.. 14, 6884; Y. Inada et aL, 
1995. Tibtech, 13. 86). 
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Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist es somit nicht nur. moglichst ein feuchtes 
Wundmilieu zu generieren, urn den HeilungsprozeS chronischer Wunden zu verbes- 
sem, sondern der HeilungsprozeS kann auch erfindungsgemaB dadurch weiter 
beschleunigt warden, zum Beisptel durch die oben genannten Umwandlungspro- 
zesse. 



Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen eriautert. ohne 
diese damit unnotig einschranken zu wollen. 

Beispiele 

Fur die folgenden Beispiele wurden Polyurethangele eingesetzt. die aus einer Polyol- 
komponente (Levagel, Bayer, Leverkusen) und einer Diisocyanatkomponente wie 
beispielsweise Hexamethylendiisocyanat (Bayer, Leverkusen) mit einem NCO/OH- 
Verhaltnis von 0,3 bis 0.7 bestanden. 

Beispiel 1 

Hersteliung einer mit N,N'-Carbonyldiimidazol (GDI) oder N,N*-Carbonylditriazol 

(CDT) aktivierten Polyurethanmatrix 

Die Experimente zur Hersteliung einer CDI-aktivierten beziehungsweise CDT-aktivierten 
Polyurethanmatrix wurden wie folgt durchgefuhrt. 

10 identische Polyurethanstucke (1,2 mm Dicke, 15 mm Durclimesser. 275 mg/Stuck) 
wurden In einem Gemisch aus 90 ml trockenem Hexan (oder Petrolether 35/60) und 10 
ml trockenem Aceton mit 1 g (6,25 mmol) GDI (Sigma, Steinheim) oder 1 g (6,1 mmol) 
GDT (Sigma, Steinheim) aktiviert. 

In beiden Fallen lief die Reaktlon in einem 250 ml Rundkolben eine Stunde lang bei 
Raumtemperatur unter FeuchtigkeitsausschluB und maBigem Riihren. Danach wurde 
das Losungsmittel abdekantiert und die GDI-aktivierten beziehungsweise GDT-aktlvier- 
ten Polyurethanstucke auf silikonisiertem Trennpapier an der Luft bis zur Gewichtskon- 
stanz getrocknet. 
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Beispiel 2 

Herstellung einer mit Thiocarbonydiimidazol (TCDI) aktivierten Polyurethanmatrix 

5 Es wurden 10 identische Polyurethanstucke, wie in Beispiel 1 beschrieben, in 100 ml 
dest. Wasser mit 1 g Thiocarbonyldiimidazol (TCDI, Fluka, 5,6 mmol) aktiviert. 
Die Reaktion lief zwei Stunden bei 32 ^'C und mafiigem Riihren in einem 250 ml Rund- 
kolben. 

Danach wurde das Wasser abdekantiert, und die PU-StCicke wurden, nach dreimaligem 
10 Waschen mit destilliertem Wasser, auf silikonisiertem Trennpapier getrocknet. 

Beispiel 3 

Koppiung der Spacermolekuie 6-Aminohexansaure Oder 1,6-Diaminohexan an eine 

Polyurethanmatrix 

10 identische Poiyurethanstucke wurden, wie in Beispiel 1 beschrieben, aktiviert und 
anschlie&end in 20 ml NaHCOs-Puffer (100 mM, pH 8.0), im welteren als Kopplungs- 
puffer bezeichnet, gelegt. Dazu wurden entweder 500 mg (3,81 mmol) 6-Aminohexan- 
saure analytical grade (Serva. Heidelberg) Oder 500 mg (4,3 mmol) 1 .6-Diaminohexan 
(Fluka. Buchs) gegeben. 

Die Reaktion lief uber 18 Stunden bei Raumtemperatur, wobei intensiv geruhrt wurde. 
Danach wurde die Pufferlosung abgegossen. Die Poiyurethanstucke wurden dann ins- 
gesamt je dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen, um Reste der nicht gekoppelten 
25 6-Aminohexansaure oder des 1 ,6-Diaminohexans zu entfemen. Anschlie&end wurden 
die mit 6-Aminocarbonsaure beziehungsweise 1, 6-Diaminohexan gekoppelten Poiy- 
urethanstucke an der Luft bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Beispiel 4 

30 Koppiung von Desferoxamin (DFO) an eine aktivierte Polyurethanmatrix 

10 identische Poiyurethanstucke, die wie in den Beispieien 1 oder 2 angegeben aktiviert 
wurden. wurden in 20 ml Kopplungspuffer gelegt. Anschlieaend wurden je 200 mg DFO 
(0,30 mmol) (Sigma, Deisenhofen) zugegeben. Die Kopplungsreaktion lief unter intensi- 
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vem Ruhren uber 18 Stunden bei Raumtemperatur ab. Danach wurde die Pufferlosung 
abgegossen und mehrfach durch destilliertes Wasser ersetzt, um unspezifisch gebun- 
denes DFO aus dem Polymer herauszuwaschen. 

5 Der Nachweis des Kopplungsproduktes aus Polyurethan und DFO erfolgte mit einer 
Farbreaktion, die zugleich einen Funktionalitats-Assay darstellt: Durch Komplexbtldung 
von Eisen mit gelostem DFO entsteht im Verhaltnis 1:1 der intensiv orange gefarbte 
DFO-Eisen-lll-Komplex Ferrioxamin (Hallaway et al.. 1989, PNAS, 86, 10108). Die DFO- 
gekoppelte Polyurethanmatrix wurde 2-3 Stunden mit 200 pM Eisensulfat (pH 5.0) unter 
10 leichtem Ruhren inkubiert. wobei es zu einer braunroten Farbung der Polyurethanmatrix 
kam, die die Immobilisierung von DFO beweist. Abschlie&end wurde die Polyurethan- 



entfemen. Nach dem Stehenlassen uber Nacht kam es zu einer Farbintensivierung der 
Muster. Eine Kontrolle mit nicht aktiviertem Polyurethan fuhrte zu keiner Anfarbung mit 
15 Eisensulfatldsung. 



Kopplung von bovinem Serumalbumin (BSA) an eine aktivierte Polyurethanmatrix 

20 10 identische Polyurethanstucke wurden. wie in Beispiel 1 beschrieben, aktiviert und 
danach in 20 ml Kopplungspuffer gelegt. Dazu gibt man 200 mg BSA (Serve, rezeptor 
grade, lyophilisiert, 2,985 pmol). 

Die Reaktion lief uber 18 Stunden bei Raumtemperatur, wobei intensiv geruhrt wurde. 
25 Danach wurde die Pufferlosung abdekantiert, und die Polyurethanstucke wurden insge- 
samt dreimal gewaschen. um unspezifisch gebundenes Protein von der Polyurethan- 
matrix zu losen, zuerst mit einer 0,1 %igen wassrigen Polyoxyethylensorbitanmono- 
laurat-Losung (Tween-20) von Fluka (Buchs), danach mit gesattigter NaCI-Losung 
(Merck, Darmstadt) und zuletzt mit destilliertem Wasser. 




Beispiel 5 



30 



Als Nachweis des an Polyurethan immobilisierten BSA wurde eine Farbung mit dem 
Fluoreszensfarbstoff Fluorescamin (Fluram®) von Fluka (Buchs) durchgefuhrt. 
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15 mg des Farbstoffs wurden in 10 ml trockenem Aceton aufgelost. Zu einem BSA- 
gekoppelten Polyurethanstuck. das in 1 ml eines NaHCOr Puffers (100 mM. pH = 8.0) 
eingelegt war, wurden 250 pi der Fluorescaminlosung gegeben. Die Fluoreszenz wurde 
mit einem Fluoreszensmikroskop Fluovert FS (Leica, Benshelm) bei einer Anregungs- 
5 frequenz von 390 nm und einer Emissionsfrequenz von 475 nm beobachtet. 

Der Farbstoff reagierte spezifisch mit primaren Aminogruppen des Proteins (S. Uden- 
fried et. al., 1972, Science 178, 871). wobei die Hydrolyseprodukte und der Farbstoff 
selbst nicht fluoreszierend waren. Die Zersetzung des Farbstoffes sowie die Bildung des 
10 fluoreszierenden Produktes erfolgten in wassriger Losung sehr schnell, so daS keine 
Storungen durch Nebenreaktionen auftraten. 

An die Poiyurethanmatrix immobllislerte Proteine konnen mit Trinitrobenzolsulfonsaure 
angefarbt warden (P. Cuatrecasas, CO. Anfinsen, Affinity Chromatographie, Methods of 

15 Enzymologle. 1971, 22, S.363). Zu einem Polyurethanstiick mit immobilisiertem BSA in 
30 ml destilliertem Wasser wurden 500 m' einer 5%igen wassrigen TNBS-Losung gege- 
ben. Die Losung wurde unter Ruhren eine Stunde auf dem Wasserbad ertiitzt. Danach 
wurde unspezrfisch gebundener Farbstoff mit destilliertem Wasser von der Poiy- 
urethanmatrix entfemt. Dieser Vorgang wurde solange wiederholt, bis das Wasch- 

20 wasser farblos blieb. Es konnte gezeigt werden, da& die mit Enzym gekoppelte Poiy- 
urethanmatrix im Vergleich zu einer unbehandelten Poiyurethanmatrix eine orange FSr- 
bung der Poiyurethanmatrix aufvvies. 

Beispiel 6 

25 Koppiung von Superoxiddismutase (SOD) an eine aktivierte Poiyurethanmatrix 

Als Enzym wurde Hefe-SOD. Dismutin® BT, (Pentaphamri, Basel) eingesetzt. Vor dem 
Einsatz in die Kopplungsreaktion mit der aktivierten Poiyurethanmatrix wurde die SOD- 
Losung umgepuffert, um Stabilisatoren wie zum Beispiel Parabene abzutrennen. Dazu 
30 wurden 2 ml der SOD-L6sung in einen Mikrokonzentrator (Amincon, Witten) mit einem 
AusschluSvolumen von 10 kDa pipettiert. Dann wurde in einer Zentrifuge (Hettich, 
Modell EBA 3S. Tuttiingen) bei einer Drehzahl von 3000 rpm 30 Minuten zentrifugiert. 
Das Filtrat wurde verworfen und der Uberstand mit 1 ml des Kopplungspuffers oder 
Wasser aufgefullt. Dieser Vorgang wurde 3 mal wiedertiolt und anschlieliend wurde die 
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SOD-Losung in einer Konzentration von 1,5 mg/ml (1:10 Verdunnung) fur die Kopplung 
mit dem aktivierten Polyurethan eingesetzt. 



^ Die Kopplungsreaktion wurde mit 10 identischen Polyurethanstucken durchgefuhrt, 

5 wobei die Aktivierungsreaktionen aus den Beispielen 1 angewandt wurden. Kopplungs- 
bedingungen und Aufarbeitung der Produkte sind identisch wie in Beispiel 5 fur die 
Kopplung von BSA an eine Polyurethanmatrix beschrieben. 

Der Nachweis der Kopplung der Hefe-SOD an die Poiyurethan-Matrix wurde mit einem 
10 ELISA gefuhrt. Zunachst wurde die mit SOD-immobilisierte PU-Gelmatrix mit einem 
humanen Anti-(Cu/2n)-Superoxiddismutase-Antikorper aus Schaf (Calbiochem, Nr. 

C7y1CQ"7\ try ^Iwrt^f Mt^rrH'tmryt.tryrt »#r*r> ^OO K^i PaMmfomnoroti ir fi'ir oino ^^ti inHo in oinor 

%JI -^yU*^ I f III ^11 IWI W K.»l WIWII II IWI IV| Wl I WWW WW! ■ >M Wft • * i i w« w i iMi wti «w wkMf<««w #• > wii twi 

24-Well-Zellkulturplatte (Greiner, Frickenhausen) inkubiert. An diesen primaren anti- 
(Cu/Zn)-SOD-Antik6rper band ein sekundarer Antikorper, der mit einer Peroxidase kon- 

15 jugiert 1st. Das Substrat Tetramethylbenzidin (TMB) wurde durch die Peroxidase umge- 
setzt woraus eine Farbreaktion resultierte, die spektroskopisch quantifiziert werden 
kann. Nach dem Abstoppen der Farbreaktion wurden je 150 pi der Losungen in ein Well 
einer 96-Well-Mikrotiterplatten transferiert und mit einem ELISA-Reader MR 5000 
(Dynex. Denkendorf) photometrisch bei 450 nm bestimmt bei einer Referenz von 550 

20 nm. 



Fur die Positivkontrolle wurde eine 96-Well-Mikrotiterplatte mit Rundboden (Greiner, 
Frickenhausen) mit 20 pg/ml Hefe-SOD Dismutin® BT (Pentapharm, Basel) in je 1 ml 
Puffer (50 mM NaHCOa. pH 9.4) pro Well beschichtet und iiber Nacht im Kuhlschrank 

25 bei 4** C inkubiert. AnschlieGend wurden mit je 1 ml pro Well an 20%igem Schweine- 
Serum (Gibco. Karlsruhe) fur eine Stunde auf dem Schuttler bei Raumtemperatur die 
unspezifischen Bindungen blockiert. Nach 4 mal Waschen mit PBS-Puffer (135 mM 
NaCI. 3 mM KCI. 8 mM KH2PO4. 1,5 mM Na2HP04. pH 7.5) mit 0.01% Tween-20 (Merck, 
Darmstadt) wurde der primare Anti-(Cu/Zn)-Superoxiddismutase-Antik6rper aus Schaf in 

30 einer Verdunnung von 1: 500 in Verdunnungspuffer (0,5% Tween-20. 2% Schweine- 
Serum in PBS-Puffer) mit je 1 ml pro Well fur eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem 
Schuttler inkubiert. Danach wurde wiederum 4 mal mit Waschpuffer gewaschen und 
Peroxidase-konjugiertes Anti-Schaf IgG (Dianova, Nr. 713-035-147) als sekundarer 
Antlkorper in einer Verdunnung von 1:10.000 je 1 ml pro Well eine Stunde bei Raum- 
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temperatur auf dem Schuttler inkubiert. Nach weiterem 4-maligen Waschen mit Wasch- 
puffer wurde die TMB-Substratlosung durch Auflbsen von (10 mg/mL DMSO) und 
anschlleBender Zugabe von 70 pi TMB-Stammlbsung zu 10 ml Acetatpuffer hergestellt. 
Pro Well wurden 1 ml der TMB-Losung zugegeben und mit 13 pi H2O2 (3%) gestartet 
und fCir 20 min be! Raumtemperatur auf dem Schuttler inkubiert. Nach 20 min wurde die 
entstehende Farbreaktion durch Zugabe von 140 pi pro Well 2M H2SO4 abgestoppt und 
mit einem ELISA-Reader MR 5000 photometrisch bei 450 nm bestimmt bei einer Refe- 
renz von 550 nm. 

Beispiel 7 

Kopplung von Hefe-SOD an eine Polyurethanmatrix Uber die Spacer 
6-Aminohexansliure und 1,6-Dianiinohexan 

Polyurethanstucke. vorbehandelt mit einem 6-Amlnohexansaure-Spacer Oder 1,6- 
Diaminohexan-Spacer, wie in Beispiel 2 beschrieben. wurden in 20 ml destilliertem 
Wasser (pH-Wert mit 0.02 M SalzsSure auf 4.5 eingestellt) eingelegt. Unter leichtem 
Ruhren wurden dazu 500 mg (2.61 mmol) N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethyl- 
carbodiimid-hydrochlorid (EDC) zugesetzt und nach 1 Minute 10 ml einer SOD Losung 
(1,5 mg/ml) hinzugegeben. Die Kopplungsreaiction der Hefe-SOD an die 
Polyurethanmatrix lief fur 18 Stunden bei Raumtemperatur unter leichtem Ruhren. Bei 
Aufarbeitung und Reinigung des Polymers wurde vtne unter Kopplung von bovinem 
Senjmalbumin (BSA) an eine aktivierte Polyurethanmatrix (Beispiel 5) beschrieben, 
verfahren. Als Nachweis der Kopplungsreaktion wurde ein ELISA durchgefOhrt (siehe 
Beispiel 6). 
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PatentansprCiche 

1. Verfahren zur Herstellung einer Polyurethanmatrix mit kovalent immobilisierten 
Biomolekulen, wobei die Polyurethanmatrix in einem Losungsmittelgemisch vor- 

5 gelegt wird, wobei das Losungsmittelgemisch zumindest zu 80% unpolare 

Ldsungsmittel enthalt in dem die Polyurethanmatrix gar ntcht Oder nur schwach 
quillt und in dem sich das Aktivierungsreagenz befindet, so daH die anschlie&en- 
de immobilisierung des Biomolekuls bevorzugt an der Oberfiache der Poly- 
urethanmatrix Oder an oberflachennahen Schichten stattfindet. 

10 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da& die Polyurethanmatrix ein 
Polyurethangel oder ein daraus hergestellter Polyurethanschaum Oder eine daraus 
hergestellte Polyurethan-Folie ist. 

15 3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daQ das Losungsmittel- 
gemisch aus ungefahr 80% bis 95% der unpoiaren Ldsungsmittel und aus ungefahr 
20% bis 5% der polaren bis leicht potaren organischen Ldsungsmittel besteht, ins- 
besondere aus 90% der unpoiaren Ldsungsmittel und 10 % der polaren bis leicht 
polaren organischen Ldsungsmittel, wobei die polaren bis leicht polaren organischen 

20 Ldsungsmittel insbesondere gewahit sind aus der Gruppe Aceton, Ether, Ketone, 

Ester, Amide. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da& das unpolare Ldsungs- 
mittel Hexan, Heptan und/oder Petroiether ist. 

25 

5. Verfahren zur Herstellung einer Polyurethanmatrix mit kovalent immobilisierten 
Biomolekulen, wobei die Polyurethanmatrix in Wasser als Ldsungsmittel vorgelegt 
wird. in dem die Polyurethanmatrix gar nicht Oder nur schwach quillt und in dem 
sich das Aktiviemngsreagenz Thiocarbonyldiimidazol befindet, so daK die 

30 anschlieBende Immobilisierung des Biomolekuls bevorzugt an der Oberfiache der 

Polyurethanmatrix oder an oberflachennahen Schichten stattfindet. 
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6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, 
daS das Biomolekiil aus der Gruppe bestehend aus Antikdrpem. Chelatoren. Enzy- 
minhibitoren, Enzymen, Peptiden und anderen Proteinen ausgewahit ist. 

7. Verwendung der nach einem der vorhergehenden Anspruche hergestellten Poly- 
urethanmatrix zur Herstellung von Wundaufiagen. 

8. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet, 
daa das in der Polyurethanmatrix kovalent gebundene Biomolekul mit in Wundexsu- 
dat vortiandenen StSrfaktoren. die den WundhellungsprozeB behindem, wechsel- 
wirkt, wobei die StSrfaktoren aus der Gaippe bestehend aus suspendierten Zellen 
und Zellfragmenten sowie geldsten Bestandteiien wie Antigene. Radikale. lonen. 
Proteine, Peptide, Lipide und freie Fettsauren ausgewShlt sind, wobei die Wechsel- 
wirkung ein Binden, Komplexieren. Chelatisieren des Stdrfaktore Oder eine chemi- 
sche Reaktion mit dem Storfaktor umfaBt und wobei die Substanzen kovalent an ein 
Tragemiaterial gebunden sInd. 

5. Venvendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet. 
dad die Wundauflage aus der Gruppe bestehend aus VerbSnden. Verbandmull, 
Binden, Kompressen. Watten. Pflastem, Pollen, Filmen, Hydrokolloidverbanden, 
Gelen und dergieichen ausgewahit Ist. 
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^ (57) Abstract: According to the inventive method for producing a polyurethane matrix with covalently immobilised biomolecules, 
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befindet, so dass die anschliessende Immobilisierung des Biomolekuls bevorzugt an der OberOMche der Polyurethanmatrix oder an 
oberflachennahen Schichten stattfindet. 
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